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Beschreibung 

Optisch aktive, nicht-proteinogene Aminosauren haben groBe Bedeutung aufgrund ihrer bekannten oder 
protentiellen biologischen Aktivitat. Einige werden erfolgreich im pharmazeutischen Bereich eingesetezt, wie 

5 L-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) Oder a-Methyldopa, Oder finden im Pflanzenschutz Anwendung, wie 
Phosphinothricin. Andere sind Vorstufen von Pharmazeutika, wie D-Phenylglycin oder ;8-p-Hydroxyphenyl- 
glycin bei der Herstellung der semisynthetischen Penicilline Ampicillin und Amoxycillin. Sie kdnnen auch 
wertvolle Vorstufen fur die Synthese von Feinchemikalien sein. In die asymmetrische Synthese von 
Aminosaurederivaten hat insbesondere auch tertiar-Leucin Eingang gefunden [U. Schollkopf. Pure and Appl. 

w Chem.. 55 1799-1806. (1983)]. 

Die nicht-proteinogenen optisch aktiven Aminosauren werden bevorzugt nur auf chemischem Weg 
hergestellt. Dabei ist nachteilig, dafi nicht stereoselektiv gearbeitet werden kann und man das Racemat als 
Endprodukt erhalt. Enzymatische Verfahren haben demgegenuber sehr oft den Vortell. daS aus einfach 
herzustellenden Vorstufen mit Hilfe eines Enzymschritts eine chirale Verbindung selektiv synthetisiert 

75 werden kann. Dies ist insbesondere vorteilhaft wenn nur eine der beiden stereoisomeren Verbindungen 
biologisch aktiv ist. 

Die Synthese von naturlichen, sogenannten proteinogenen Aminosauren durch Biotransformation mit 
Transaminasen ist an sich bekannt. In der Europaischen Patentanmeldung 152 275 wird ein Verfahren zur 
Herstellung von Phenylalanin durch Transaminierung mit Hilfe eines genetisch modifizierten Mikroorganis- 

20 mus beschrieben, der sich durch Uberproduktion der Aminotransferase auszeichnet. Nach der Europaischen 
Patentanmeldung 135 846 erfolgt die Herstellung von naturlichen L-Aminosauren derart, dafl a-Ketosauren 
mit L-Asparaginsaure als Aminogruppendonator in Gegenwart einer Transaminase umgesetzt werden, die 
aus E. coli isoliert wurde. Es entstehen die der a-Ketosaure entsprechenden L-Aminosauren sowie 
Oxalacetat aus der Asparaginsaure. 

25 Die Selektion und Mutation von Mikroorganismen aus der Reihe E. coli, Paracoccus denitrificans, 

Torula, Rhodotorula und Streptomyces zur Herstellung von L-Phenylalanin aus Phenylbrenztraubensaure 
mit verbesserter Ausbeute wird in der Deutschen Patentanmeldung DE 3 423 936 dargestellt. 

Nicht naturliche vorkommende, sogenannte nicht-proteinogene, Aminosauren werden bislang nicht 
durch enzymatische Biotransformation hergestellt. 

30 Es wurde nun gefunden, da3 die Synthese der nicht-proteinogenen Aminosaure L-Phosphinothricin in 

sehr guter Ausbeute mit Hilfe der Transaminierung durchgefuhrt werden kann. Dies ist insofern iiberra- 
schend, als zwar bekannt war, dafl mit Transaminasen verschiedene naturliche proteinogene Aminosauren 
synthetisiert werden konnen, aufgrund der Spezifitat der Enzyme jedoch nicht erwartet werden konnte, daS 
nicht-proteinogene Aminosauren mit nicht-naturlich vorkommenden a-Ketosauren als Vorstufe ebenfalls auf 

35 diesem Weg hergestellt werden konnen. Aufgrund dessen ist es uberraschend, dafl die entsprechenden 
Vorstufen trotz ihres hydrophoben Restes. die in den Vorstufen zu naturlichen Aminosauren so nicht 
vorkommen, von dem aktiven Zentrum der Transaminase toleriert und umgesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung von L-Phosphinothricin, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dafl (3-carboxy-3-oxo-propyl)-methylphosphinsaure oder jeweils die entsprechenden Saize in 

40 Gegenwart von Aminogruppendonatoren transaminiert werden. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert eriautert bzw. in den Patentanspruchen definiert. 
Enzyme zahlreicher Organismen, beispielsweise aus Mikroorganismen, Pflanzen und tierischen Orga- 
nen. wie Schweineherz sind in der Lage, a-Ketosauren durch Transaminierung in naturlich L-Aminosauren 
umzuwandeln. Diese Organismen bzw. deren Enzyme konnen erfindungsgemafl eingesetzt werden. Bevor- 

45 zugt wird jedoch mit Mikroorganismen gearbeitet. die eine Transaminase besitzen, wie zum Beispiel 
Mikroorganismen der Gattungen Alkaligenes. Rhizobium, Pseudomonas, Serratia, Agrobacterium, Strepto- 
myces sowie Enterobakterien. Insbesondere vorteilhaft sind Mikroorganismen, wie beispielsweise Alicalige- 
nes faecalis DSM 4115, Alcaligenes denitrificans DSM 4114, Pseudomonas paucimobilis DSM 4120, 
Pseudomonas spec. DSM 4119. Serratia plymuthica DSM 4116. Agrobacterium tumefaciens, Escherichia 

50 coli DH1, Escherichia coli ATCC 11303. Enterobacter agglomerans DSM 4122, Enterobacter spec. DSM 
4121, Streptomyces hygroscopicus und Streptomyces viridochromogenes sowie 3 Bodenisolate DSM 4113, 
DSM 4117 und DSM 4118. Diese Mikroorganismen wurden, sofern sie nicht frei erhaltlich oder nacharbeit- 
bar beschrieben waren, bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen (DSM) hinterlegt. 

Man kann hohere Enzymaktivitaten erhalten. wenn man Stamme selektioniert, die gegen Phosphinothri- 

55 cin resistent sind oder Phosphinothricin als alleinige Stickstoffquelle nutzen, beispielsweise Alcaligenes 
faecalis DSM 4115. Agrobacterium tumefaciens sowie das Bodenisolat DSM 4113. Dies ist vorteilhaft. 
jedoch nicht unbedingt notwending. Ebenso konnen durch Selektion und Mutation, in an sich bekannter 
Weise, gegen steigende Mengen von Phenylbrenztraubensaure bzw. (3-carboxy-3-oxo-propyl)-methylphos- 
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phinsaureoder deren Saize in den Anzuchtmedien fur die weiteren Arbeiten Mikroorganisnnen ausgewahit 
warden, die aufgrund ihrer Adaptation an die a-Ketosaure die Transaminierung in besseren Ausbeuten 
durchfuhren. 3,3-D(methyl-2oxo-butansaure bzw. deren SaIze sind leicht zuganglich durch Verseifen von 
Trimethylessigsaure in Gegenwart von Thionylchiorid und KCN nach klassischen Methoden. Die Herstellung 

5 von (3-carboxy-3-oxo-propyl)-nnethylphosphinsaurebzw. deren SaIze erfolgt ebenso nach bekannten Metho- 
den (Hans Beyer. Lehrbuch der organischen Chennie, S. Hirzel Verlag, Stuttgart). 

Gute Ausbeuten werden auch erreicht, wenn gentechnisch manipulierte Mikroorganismen in denn 
erfindungsgemaflen Verfahren eingesetzt werden. Besonders bevorzugt wird nnit E. coli ATCC 11303 
gearbeitet. der mit einenn ein tyrB-Gen bzw. ilvE-Gen enthaltenden Plasmid transformiert wurde, wobei das 

10 tyrB-Gen fur die aronnatische Tansaminase und ilvE fur die aliphatische Transanninase jeweils in E. coli 
kodiert. Derartig manipulierte Stamme konnen beispeilsweise nach der Deutschen Patentannneldung P 36 
31 829.9 bzw. P 36 36 722.2 hergestellt werden. 

Die Transanninierung kann gleichzeitig nnit der Kultivierung erfolgen, wobei dann vorzugsweise mit 
Mikroorganismen gearbeitet wird, die gegen Phosphinothricin resistent sind, beispielsweise Alcaligenes 

15 faecalis DSM 4115 und Arobacterium tumefaciens. Die Mikroorganismen werden jedoch vorteilhaft in einem 
fur ihr Wachstum optimalen Nahrmedlum unter entsprechenden gunstlgen Temperatur- und Beluftungsbe- 
dingungen bis zu einem Trockengewicht von etwa 4 bis 60 g/l Nahrlosung angezogen. Die fur den 
jeweiligen Mikroorganismus gunstigsten Bedingungen sind dem Fachmann entweder bekannt oder konnen 
in einfachen Vorversuchen festgestellt werden. Die Zellen werden dann, in der Nahrlosung oder von der 

20 Nahrlosung abgetrennt. zur Aminierung der a-Ketosauren eingesetzt. Die Transaminierung kann mit ganzen 
Oder auch mit aufgeschlossenen Zellen durchgefuhrt werden, wobei die ubiichen Aufschlufimethoden 
angewendet werden. Es ist ebenfalls moglich, die Transaminierung mit Zellextrakten, isolierten Gesamtpro- 
teinen sowie gereinigten Transaminasen durchzufuhren. Aus praktischen Uberlegungen beispielsweise aus 
KostengrUnden, wird jedoch bevorzugt mit intakten Zellen gearbeitet. Jedoch kann die Isolierung der 

25 Transaminasen aufgrund einer langeren Lebensdauer des Enzyms sowie einer besseren Regulierbarkeit der 
Reaktion ebenfalls vorteilhaft sein. Es ist weiterhin mdglich, die Mikroorganismen oder die Enzyme in 
fixierter Form einzusetzen. Fur die Fixierung kommen die bekannten Verfahren in Betracht, vorteilhaft die 
Methoden nach den Deutschen Offenlegungsschriften 32 37 341 und 32 43 591. 

Die Mikroorganismen bzw. das isolierte Enzymsystem werden in der bevorzugten Ausfuhrungsform in 

30 einem physiologischen Puffer suspendiert, so dafi deren Transaminaseaktivitat nicht nennenswert negativ 
beeinfluBt wird. unter Zugabe der a-Ketosaure und des Aminogruppendonators. Je nach Menge der 
Mikroorganismen kann die dem Ansatz zugegebene enzymatische Aktivitat in Form von Mikroorganismen 
Oder des isolierten Enzymsy stems in weiten Bereichen schwanken. Zweckmaflig liegt sie zwischen 10 bis 
20.000 umol/minO. Vorzugsweise enthalt der Ansatz Zellmengen mit einer Enzymaktivitat von 1500-2000 

35 umol/min • 1 . 

Als Aminogruppendonator finden Aminosauren Anwendung. Welche Aminosaure vorteilhaft eingesetzt 
wird ist weitgehend von dem Mikroorganismus bzw. dem isolierten Enzymsystem abhangig, was jedoch in 
kurzen Vorversuchen festgestellt werden kann. Geeignet sind beispielsweise Valin, Leucin, Isoleucin. 
Methionin, Tryosin und Phenylalanin, insbesondere Asparagin, Asparaginsaure, Glutamin, Glutaminsaure 

40 und. Diese Aminosauren werden in der L-Form, da nur diese erfindungsgemafi ven^^ertet wird, als freie 
Saure oder geeigneten Saize (entsprechend dem verwendeten Medium) eingesetzt. Fur die Herstellung von 
L-Phosphinothricin wird als a-Ketosaure (3-carboxy-3-oxo-propyl)-methlyphosphinsaure verwendet Es kon- 
nen auch deren Salze verwandt werden, wobei naturlich lonen gewahlt werden, die die Transaminaseaktivi- 
tat nicht nennenswert negativ beeinfluBen. Bevorzugt sind dies Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalze. Der 

45 Aminogruppendonator wird in aquimolaren Mengen bzw. im Uberschufl zur a-Ketosaure zugegeben. 
Verhaltnisse von 1:1 bis 5:1, vorteilhaft 1:1 bis 2:1, haben sich bewahrt. 

Die Zugabe der Reaktionskomponenten zum Reaktionsansatz kann als Losung in Wasser oder durch 
Zugabe der festen Substanzen gleichzeitig erfolgen. Bevorzugt ist jedoch eine gestaffelte bzw, kontlnuierli- 
che Zugabe in Mengen von 0.1-4,5 % insbesondere 0,2-2 %, jeweils bezogen auf das Gewicht des 

50 Reaktionsansatzes, uber einen Zeitraum von 1-90 Stunden, vorzugsweise 2-40 Stunden. 

Es wird vorteilhaft bei einem pH-Wert zwischen 5 und 9, insbesondere zwischen 7 und 8,5, gearbeitet. 
Es ist auBerdem zweckmaSig, die Transaminierung in einem Temperaturbereich von 10*-65*C. insbeson- 
dere 20 bis 50'C, durchzufuhren. Bei niedrigeren Temperaturen verlauft die Enzym-Reaktion zunehmend 
langsamer. wahrend das Enzym bei hoheren Temperaturen fortschreitend desaktiviert wird. 

55 Die gunstigste Vorgehensweise hangt von dem jeweiligen Mikroorganismus ab und kann in einfachen 
Vorversuchen leicht festgelegt werden. 

Es hat sich besonders bewahrt, die Mikroorganismen vor bzw. wahrend der Transaminierungsreaktion 
zu permeabilisieren. Dies kann durch Zugabe geeigneter Agenzien. wie Toluol. Cetyltrimethylammonium- 
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bromid, Dimethylsulfoxid etc.. zum Inkubationsmedium erfolgen. 

Die anschliefienden Beispiele dienen dazu, die vorgestellte Erfindung weiter zu tllustrieren. Prozentan- 
geben beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf das Gewicht. 

5 Beispiel 1 



Anzucht und Aufarbeitung der Mikroorganismen 

Die genannten hinterlegten und frei erhalt(ichen Bakterien warden in 400 ml Flussigkulturen in LB- 
10 Medium [Luria-Bertani-Medium: 10 g Bacto- Trypton/5 g Bacto- Yeast- Extrakt/10 g NaCI pro Liter, (pH 7.5)] 
Oder M9- Minimalmedium [6 g NaaHPO^/S g KH2PO*/0,5 g NaCI/1 g NH4CI/2 ml 1 M MgS04 + 10 ml 20 
% Glucose + 0.1 ml 1 M CaCIa + 1 ml 1% Vitamin 81 (Thiamin) pro Liter (pH 7.4)] bei 30 'C (alle 
Bakterien auQer E. colt) bzw. 37 (E, coH, DH1) uber Nacht kultiviert. 

Anschlie3end wurden die Bakterien abzentrifugiert und die Zellpellets mehrfach in 10 mM Na2HP04, 10 mM 
75 NaCI (pH = 7,0) (Waschpuffer) gewaschen und schliefilich in 5 ml Waschpuffer pro 3 g Zellpellet 
suspendiert. Die Zellen wurden durch 5 x 1 min. Ultrabeschallung aufgeschlossen und die Zelltrummer 
danach abzentrifugiert. Die so gewonnenen Lysat-Uberstande konnen mehrere Monate bei -20 aufbe- 
wahrt werden. 

20 Beispiel 2 



Proteinisolierung 

Zur Proteinisolierung wurden je 5 ml der Lysat-Uberstande mit Waschpuffer auf 50 ml aufgefOllt und die 
25 Proteine durch Zugabe von Ammoniumsulfat auf 65 % ausgefallt. Nach dem Abzentrifugieren uber 15 min. 
bei 10000 g wurden die Proteinpellets in je 5 ml 10 mM Na2HP04 (pH 7,0) 1 mM EDTA. 2 % Glycerin, 1 
mM Dithiothreitol (DTT) resuspendiert. Diese Suspension kann ebenfalls bei -20 'C aufbewahrt werden. Urn 
einen besseren Reinigungseffekt zu erzieien, wurden die Proteine teilweise zweimal mit Ammoniumsulfat 
gefailt. 

30 Proteinbestimmungen wurden nach der Biuret-Methode vorgenommen. Der Proteingehalt in den nach 

obigem Protokoll durchgefiihrten Praparationen lag meist zwischen 5 und 10 mg/ml. Zur partiellen 
Reinigung der Transaminasen aus Alcaligenes faecalis DSM 4115 und aus DSM 4113 wurden die Proteine 
mit 25 % bis 75 % Ammoniumsulfat. jeweils in 10 %-Schritten zugegeben, fraktioniert gefailt und die 
Einzelfraktionen auf Transaminase-Aktivitat getestet (siehe unten). Die Proteinfraktion mit der groBten 

35 spezifischen Aktivitat wurden auf eine Sephadex G 100-Gelfiltrationssaule aufgetragen und mit 10 mM 
Na2HP04 (pH 7.0) eluiert. Die Eluat-Fraktionen mit der hochsten spezifischen. Transaminase-Aktivitat wurde 
durch erneute Ammoniumsulfat-Fallung konzentrlert und 5 mg/ml in 10 mM Na2HP04 (pH 7,0), 1 mM 
EDTA, 2 % Glycerin, 1 mM DTT aufgenommen. Die Molekulargewichte der (©Sephadex G 100) 
Polydextran-Saulenfraktionen wurden durch Vergleich mit Molekulargewicht-Standard-Proteinen bestimmt, 

40 Die Reinheit der isolierten Transaminase-Fraktionen konnte durch Elektrophorese von Protelnproben in 10 
%igen SDS/Polyacrylamid-Gelen uberpruft werden. 

Beispiel 3 

45 Phosphinothrlcin-Synthese-Tests in Flussigkulturen 

Es wurden jeweiis 5 ml-Kulturen der Bakterienstamme in LB-Medium mit 3 g/l (20 mM) L-GIutaminsau- 
re als einziger N-Quelle und 2 g/l (10 mM) Natrium-(3-carboxy-3-oxo-propyl)-methylphosphinat bei 30 'C 
kultiviert. Nach 1 und 2 Tagen wurden 1 ml-Proben entnommen und die Bakterienzellen durch Erhitzen auf 
50 95 uber 20 min. abgetotet. Nach Zentrifugation wurden die Uberstande abgenommen und auf 
Phosphinothricin-Bildung im Aminosaureanalysator (AS-Analysator) untersucht.Alcaligenes faecalis DSM 
4115 setzt die Substrate nach 24 Stunden zu 0,3 g/l L-Phosphinothrlcin (15 % Umsatz. bezogen auf a- 
Ketosaure) urn. Nach 48 Stunden erhalt man 5 g/l L-Phosphinothricin (25 % Umsatz). 

55 
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Beispiel 4 

Transaminase-Tests mit Zellextrakten und Proteinisolaten 

5 Lysat-Uberstande und isolierte Gesamtproteine der Bakterlen. sowie angereicherte Transaminase- 

Fraktionen von Alcaligenes faecalis DSM 4115 und von DSM 4113 wurden mit 10 mM NaaHPO*. 10 mM 
NaCI (pH 7.0) auf einen Proteingehalt zwischen 20 und 60 mg/ml eingestellt und im Standardansatz mit 80 
mM L-Glutamlnsaure als NH2-Donator und 20 mM Natrium-(3-carboxy-3-oxo-propyl)-methy!phosphinat bei 
30 'C inkubiert. Je nach Versuchsbedingungen wurden zwischen 0 und 24 h Inkubationszeit 100 ul-Proben 
10 abgenommen, die Proteine 10 min. bei 95 'C denaturiert, abzentrifugiert und die Reaktlonsuberstande im 
AS-Analysator auf Phosphinothricin untersucht. 

Kontrollreaktionen enthielten keine Donor-Aminosaure bzw. kein Natrium-(3-carboxy-3-oxo-propyl)-me- 
thylphosphinat Oder wurden mit hitzedesaktivierten Proteinen (10 min. bei 95 "C) durciigefuhrt. 

Durch Zugabe von 10 mM Hydroxy lamin als spezifischem Transaminase-Hemmstoff wurde die 
;5 Phosphinothricin-Bildung vollig unterdruck. 

Die spezifischen Phosphinothricin-Transaminase-Aktlvitaten wurden in nmol gebildetes Phosphinothricin 
pro mg Protein und Stunde angegeben. Die Transaminoreaktivitaten wurden in umol Phosphinothricin pro 
Minute und mg Protein bzw. Liter angegeben (U/mg Protein; U/l). 1 Unit (U) entspricht dem Umsatz zu 1 
umol L-Phosphinothricin/min. 

20 
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a) L-Phosphinothricin (PTC) - Synthese mit Lysat-Uberstanden 
(ungereinigt: ) 



S t amme En zymak't i v irt a t en : 



Ausbeuten an L- 
PTC (nach 20 h 
Reaktionszeit) : 
Ausgangskonzen- 
trationen: 
12 g/1 L-Gluta- 
mat, 4 g/1 
L-Keto-PTC) : 



Urns at z rat en 
(nach 20 h Re- 
aktionszeit) 



Alcali- 0,1 U/mg Protein 3,6 gA-iter 
genes (2500 U/Liter) 
f aecalis 
DSM 4115 

DSM 4113 0,04 U/mg Protein 3,8 g/Liter 
(2000 U/Liter) 



90 % 



95 % 



E. coli 0,02 U/mg Protein 3,2 g/Liter 
(DHl) (900 U/Liter) 



80 % 



b) L-PTC-Synthese mit isolierten Gesamtproteinen (mit 
(NH^)2 SO^ gereinigt) 

Stamme Enzymaktivitaten: Ausbeuten an L- Umsatzraten 

PTC (siehe 4a) (siehe 4a) 



Alcali- 0,05 U/mg Protein 3,8 g/Liter 
genes 1000 U/Liter 
f aecalis 
DSM 4115 

E. coli 0,01 U/mg Protein 3,6 g/Liter 
(DHl) 500 U/Liter 



95 % 



90 % 



6 



5 
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c) L- -Synthese mit: gereinigtem Transaminase-Enzym 

Staimne EnzymaktiviHaten : Ausbeuten an L- Umsatzraten 

PTC (siehe 4a) (siehe 4a) 



Alcali- 0,5 U/mg Protein 3,9 g/Liter 97,5 % 

genes 10000 U/Li-tgr 
f aecalis 
DSM 4115 

/5 DSM 4113 0,2 U/mg Protein 3,8 g/Liter 95 % 

6000 U/Liter 



20 Beispiel 5 

Tests auf Stereoselektivitat der Phosphinothrlcin-Synthese 

Die Stereospezifitat der Phosphinothricin-Bildung durch Transamlnierung wurde mit Hllfe der N- 
25 Acetyltransferase-Reaktion uberpruft. Dieses Enzym wurde in einigen Bodenbakterien nachgewiesen 
(beispielsweise Deutsche Patentanmeldung P 36 28 747.4) und kann nach bekannten Methoden isoliert 
werden. Es reagiert stereospezifisch nur mit L-Phosphinothricin, welches in einer Acetyl CoA-abhanglgen 
Reaktion quantitativ in das entsprechende N-Acetyl-Derivat uberfuhrt wird. 

Im Test wurden Reaktionsuberstande aus Beispiel 4. in denen Phosphinothricin durch Transaminierung 
30 gebildet worden war, mit Protein aus Alcaligenes faecalis DSM 4115 (auf 1 mg/ml) und 10 mM Acetyl CoA 
uber 5 h bei 30*C inkubiert. Die Reaktionsuberstande wurden dann erneut auf nicht umgesetztes 
Phosphinothricin im AS-Analysator gemessen. 

Das durch Transaminierung enzymatisch gebildete Phosphinothricin konnte jeweils durch die N- 
Acetyltransferase-Reaktion vollstandig abgebaut werden. Dies beweist die Stereoselektivitat der Transami- 
35 nierung. Es wird reines L-Phosphinothricin gebildet. 

Beispiel 6 

Selektion von Escherichia coli ATCC 1 1303 

40 

Escherichia coli ATCC 11303 wurde nach konventionellen Methoden kultiviert und mit N-Methyl-N-nitro- 
N-nitroguanidin (MNG) mutagenisiert gemafi E. Adelberg et.al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 18, 788 
(1965). Die mit MNG behandelten Zellen wurden auf einen autoklavierten Agar mit folgender Zusammenset- 
zung ausgestrichen: 



Fumarsaure 


5 g/l 


Fleischextrakt 


20 g/l 


Asparaginsaure 


20 g/l 


KH2P0* 


2 g/l 


MgS04 • 7 H2O 


0.5 g/l 


CaC!2 • 2 H2O 


0.1 g/l 


Agar 


20 g/l 


pH 7.2 wurde mit Natronlauge eingestellt. 



Eine sterilfiltrierte Losung von Phenylpyruvat wurde in den noch heiflen Agar eingegossen, so dafl eine 
Endkonzentration von 24 g/l Phenylpyruvat erreicht wurde. Die Flatten wurden bei 37 • C 4 Tage inkubiert. 
Kolonien mit einem Durchmesser von > 1 mm wurden isoliert. 20 % der wachsenden Stamme hatten eine 
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erhohte Transaminaseaktivitat im Vergleich zum Ausgangsstamm. 

Die Transaminaseaktivitatsbestimmung wurde mit dem Sigma Test-kit G 0390 durchgefuhrt. 

Beispiel 7 

5 

a. Isolierung und Verdauung des Cosmids pIMS 6026 aus E. coli. 

Das Cosmid plMS6026 leitet sich von dem Cosmid pLAFRI (ATCC 37167) dadurch ab, dafl in dessen 
einzige EcoRI Schnittstelle das handelsubliche EcoRI Fragment kloniert wurde, auf dem das Kanamycin- 

ro Resistenzgen des Transposons Tn 903 liegt (Pharmacia. Upsala. Schweden). Durch Verdauung mit Bam HI 
und anschlie3ende Religation kann der gro3te Teil des handelsublichen EcoRI Fragments deletiert warden, 
so dafi nur ein kurzes Stuck DNA als Insertion zuruckbleibt. in der eine BamHI-Schnittstelle von 2 EcoRI- 
Schnittstellen flankiert wird. 

Zur Isolierung des Cosmids pIMS 6026 aus E. coli HB101 wurde entweder nach Humphreys et al. 

15 vorgegangen [Biochem. Biophys. Acta 383.457-63 (1975)] Oder eine alkalische Lyse nach Birnboim und 
Doly [Nucleic Acids Res. 7. 1513 (1979)] im 10-fach groSeren Maflstab durchgefuhrt. In jedem Fall wurde 
die Plasmid-DNA mindestens einmal durch CsCI/EtBr-Dichtegradientenzentrlfugation gereinlgt. 

Das Cosmid pIMS 6026 wurde vollstandig mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut, wobei nach den 
Angaben des Herstellers, New England Biolabs, verfahren wurde. Zur Uberprufung der Vollstandlgkeit 

20 dieser Verdauung wurde ein Aliquot des Restriktionsansatzes auf ein 0.8 %iges Agarosegel aufgetragen 
und der Elektrophorese unterworfen. Das Erscheinen nur einer Bande nach Anfarben mit Ethidlumbromid 
und Bestrahlung mit kurzwelligem UV-Licht (254nm) diente als Hinweis auf eine vollstandige Verdauung. 
Von der verdauten Cosmid-DNA wurde das Restriktionsenzym durch Phenolisierung entfernt. die DNA 
mittels Ethanol gefallt. mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach Trocknen unter Vakuum in einem 

25 geeigneten Volumen an TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen. Wahlweise wurde 
noch eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase nach den Angaben des Herstellers, Boehringer Mann- 
heim, durchgefuhrt. Nach Zugabe von 1 al an alkalischer Phosphatase (CIP) wurde 30 Minuten lang bei 
37 •C inkubiert, das Enzym durch Phenolisierung aus dem Reaktionsansatz Entfernt und die DNA, wie oben 
beschrieben, gereinlgt. SchlieSlich wurde sie in TE-Puffer resuspendiert. 

30 

b. Partielle Verdauung der DNA aus E. coli ATCC 1 1303 

Die Isolierung der Gesamt-DNA aus E. coli ATCC 11303 wurde nach der Methode von Marmur in J. 
Mol. Biol. 53, 155-162, (1961) durchgefuhrt. Die isolierte Gesamt-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym 

35 Sau3A partiell verdaut. so daS hauptsachlich Fragmente in einem GroQenbereich von 20-30kb entstanden. 
Dazu wurde in Vorversuchen das hierfur optimale Verhaltnis von DNA und Enzym sowie die optimal 
Einwirkdauer des Enzyms auf die DNA festgestellt. Die entsprechende Vorgehensweise ist in dem von der 
Firma BRL herausgegebenen Heft "focus". Vol. 7, Nr 2 (1985) auf Seite 3 beschrieben. Nach Ablauf der als 
optimal bestimmten Reaktionszeit wurde das Enzym durch Erhitzen auf 65 'C uber einen Zeitraum von 10 

40 Minuten zerstQrt und die Bildung von DNA-Fragmenten im gewunschten Gr5flenbereich durch Agarose- 
Gelelektrophorese mit geeigneten DNA-Markern. z.B. mit EcoRI-verdauter DNA des Phagen X. uberpruft. 

c. Ligation der Restrlktionsansatze 

45 Mit Sau3A partiell verdaute Gesamt-DNA aus E. coli ATCC 11303 wurde mit pIMS 6026 Cosmid-DNA. 
die mit BamHI vollstandig gespalten und mit alkalischer Phosphatase behandelt worden war. in einem 
molaren Verhaltnis von etwa 1 : 5 zusammengegeben. Die resultierende Mischung wurde mit einem 
mehrfach konzentrierten Puffer nach den Angaben von New England Biolabs so versetzt, dai3 eine fur das 
Enzym T4-DNA-Ligase optimale fonenkonzentration resultierte. und mit 1 ul des Enzyms mindestens 14 

50 Stunden lang bei 16 'C Inkubiert. Das gesamtvolumen des Ansatzes betrug dabei 50 ul mit einer Gesamt- 
DNA-Konzentration von 20 ug/ml. 

d. Verpackung in X-Phagen 

55 Nach erfolgter Ligase-Reaktion wurde nach Beispiel 3 erhaltene DNA in vitro in die Kopfe von X-Phagen 
verpackt. Die dafur notwendigen Extrakte aus zwei verschiedenen Bakterienstammen konnen nach Hohn, 
B.. in Wu, R., editor: Recombinant DNA, Methods in Enzymology. Vol. 68, Academic Press, New York, 
S.299-309 (1979) gewonnen werden oder von Boehringer Mannheim oder Amershan Buchler, Braun- 
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schweig, bezogen werden. 

3ul der nach Beispiel 3 erhaltenen Mischung wurden mit unmittelbar zuvor aufgetauten Bakterien-Extrakten 
der Firma Amersham unter Eiskuhlung grundlich vermischt. Die Mischung wurde 30-60 Minuten bei 20 'C 
inkubiert und anschlieflend 200ul SM-Puffer (100 mM NaCI. 10 mM MgS04, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5). 0.01 
5 % Gelatine) zugegeben. Diese Mischung wurde entweder direkt in eine Transduktions-Reaktlon eingesetzt 
Oder nach Zugabe von 10 al Chloroform bis zur spateren Verwendung bei 4*C aufbewahrt. 

e, Transduktion von E. coli DG 30 

70 5 nnl L-Broth, bestehend aus 1 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt und 0,5 % NaCI, wurden 0,4 % 
Maltose zugesetzt und mit 50 ul einer Flussigkultur von E. coli DG 30 in der stationaren Wachstumsphase 
beimpft. Es wurde 12 Stunden bei 37 'C inkubiert, bis die fruhe stationare Phase erreicht war. Die Bakterien 
wurden abzentrifugiert und vorsichtig in 2,5 nnl einer waflrigen Ldsung. die 10 nnmolar an MgCb war, 
resuspendiert. 10 ul der Mischung gemaf3 Beispiel 4 wurden mit 20ut der konzentrierten Bakteriensuspen- 

75 sion versetzt und 50 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

AnschlieSend wurde 200 ul L-Broth hinzugegeben und 1 Stunde bei 37 'C inkubiert, wobei die 
Mischung gelegentlich geschuttelt wurde. 

Jeweils 50 ul des Ansatzes wurden auf L-Broth-Agar, der 20 ug/ml Tetracyclin enthielt, ausplattiert. Die 
Platten wurden mindestens 12 Stunden bei 37 "C bebrutet. Bei der beschriebenen Vorgehensweise konnten 
20 aus einem Ansatz durchschnlttleich 1000 Kolonien erhalten werden. 

f. Selektionierung von E. coli DG 30 mit einem aspC- Oder ilvE- Oder tyrB-Gen. 

Rund 800 Kolonien, die nach Transduktion von E. coli DG 30 nach dem beschriebenen Verfahren auf L- 
25 Broth-Agar, der 20 ug/ml tetracyclin enthielt, erhalten worden waren, wurden auf Minimalagar "gepickt". Der 
Minimalagar bestand aus M9-Medium mit Glukose (Miller. Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring 
Harbor, 1972). das durch die Aminosauren Isoleucin, Leucin, Valin, Asparaginsaure und Phenylalanin 
supplementiert worden war. Die Aminosaure Tyrosin, die der Stamm DG 30 gleichfalls nicht mehr 
synthetisieren kann, wurde dem Medium jedoch nicht zugegeben. Von den 800 "gepickten" Kolonien 
30 konnten 7 auf dem Minimalmedium anwachsen. 

Zur Unterscheidung der drei moglichen Gene aspC, ilvE und tyrB In E. coli DG 30 wurden diese 7 
Kolonien wiederum auf oben genanntes Minimalmedium "gepickt", das mit den aufgefuhrten Aminosauren 
supplementiert war, bis auf jeweils eine, fur die eine der Transaminasen, die von einem der Gene codiert 
wird, Substratspezifitat zeigt. 
35 Das Ergebnis ist in der nachstehenden Tabelle aufgefuhrt: 



40 



45 



50 



55 
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Klon Minimalmedium, supplementiert bis auf verxnut 
liches 
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2 
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tyrB 
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+ - 


ilvE 


4 




+- 


+ 




ilvE 
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+ 




+ 


tyrB 


6 




+ 




+ 


tyrB 


7 






+ 




ilvE 



+ = gutes Wachstura 

= schlechtes Wachstua 
s keln Wachstiim 



g. Lokalisierung des tyrS-Gens 

30 Durch MInilyse nach Maniatis et al., Cold Spring Harbor. Seiten 366-370 (1982). wurde Cosmid-DNA der 
Klone 1 bis 7, die gemafi Beispiel 6 erhalten wurden, gewonnen. Anschliefiend wurde diese Cosmid-DNA in 
E. coli DH1 (ATCC 33849) eingeschleust, woraus sie in guten Ausbeuten wieder reisoliert werden konnte. 
Es wurde Plasmid-DNA, die ursprunglich aus dem Klon 3 von E. coli DG 30 (siehe Beispiel 6) gewonnen 
wurde, aus denn mit dieser DNA transformierten Stannnn E. coli DH 1 isoliert und mit den Restriktionsenzy- 

35 men Sal! und Smal, den Angaben des Herstellers, New England Biolabs, folgend, vollstandig verdaut. 
Gleichfalls vollstandig mil Clal verdaut wurde der Vektor pAT 153, der anschlieBend noch einer Behandlung 
mit alkalischer Phosphatase unterzogen wurde. Die beiden DNAs wurden zusammengegeben, nach der in 
Beispiel 4 bereits beschriebenen Art und Weise mitelnander ligiert und kompetente Zellen des Stammes E. 
coli ATCC 11303 mit einem Aliquot des Ligase-Ansatzes, z.B. 10 ul, transform iert. Resistente Kolonien 

40 wurden auf L-Broth-Platten, die 50 ug/ml Ampicillin enthlelten, selektioniert und durch "replica plating" auf 
L-Broth-Platten mit 20 ug/ml Tetracyclin auf Markerinaktivierung und damit Einbau getestet. Aus Kolonien, 
die den Phantotyp AprTcs aufwiesen, w urde durch Minilyse Plasmid-DNA isoliert und durch vollstandige 
Verdauung mit dem Restriktionsenzym Clal das Vorhandensein on Clal-Fragmenten in dem Vektor pAT153 
uberpruft. 

45 

h. Uberprufung der Transaminase-Aktivitat 

Die gemaB Beispiel 7 erhaltenen Klone wurden mittels APPAT-Test (Aspartat-Phenylpyruvat-Aminot- 
ransferase Assay. Sigma Testkit GO390. wobei a-Ketoglutarat durch Phenylpyruvat ersetzt wurde) auf die 

so Aktivitat der aromatischen Transammase, also des Genprodukts von tyrB, getestet. Als Vergleich diente der 
nicht transformierte Ausgansstamm E. coli ATCC 11303. Dabei konnte in einem Fall eine deutliche 
Zunahme an tyrB-Aktivitat, und zwar um den Faktor 5 bis 10, gegenuber dem Ausgangsstamm E. coli 
ATCC 11303, gemessen werden. 

Durch Agarose-Gelelektrophorese unter Verwendung geeigneter Marker konnte gezeigt werden, dafl in 

55 dem Stamm. der erhohte tyrB-Genaktivitat aufwies, ein pAT 153-Vektor enthalten war, der ein rund 2, 7 MD 
grofies Clal-Fragment eingebaut enthielt. Wurde mit der isolierten Plasmid-DNA erneut der plasmidlose 
Stamm E. coli ATCC 11303 transform iert, so konnte in jedem Fall eine Zunahme der tyrB-Genaktivitat um 
den Faktor 5-10 beobachtet werden. 
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Die Tramsformation von E. coli 1 1303 mit dem i(vE-Gen erfolgt in analoger Weise. 
Beispiel 9 



Herstellung von L-Phosphinothricin 

Zetlmaterial wurde wie in Beispiel 8 jedoch mit 4 g/l Dimethylpyruvat anstelle von 3,3-Dimethyl-2-oxo- 
butansaure angezogen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert nnit Puffer gewaschen und in 
einer wa3rigen Losung aus 4 g/l Natriunn-(3-carboxy-3-oxo-propyl)-methylphosphinat und 8 g/l 
Asparaginsaure-Natrlunnsalz in 10 mmol/l Tris/HCL (pH 7.4) 24 Stunden bei 37 'C Inkubiert. Dann wurden 
die Zellen abzentrifugiert und im Uberstand die gebildete Menge an L-Phosphinothricin durch HPLC- 
Analyse bestinnmt. Es konnten 3,2 g/l Phosphinothricin bestimnnt werden. 

Beispiel 10 

Herstellung von L-Phosphinothricin mit rekombinanten Bakterien 

Ein E. coli Stamm aus Beispiel 7 plasmidkodierter ilvE Transaminase-Aktivitat wurde in folgender 
Nahrolosung fermentiert: 



Glucose 


5 g/l 


NazHPO* 


3.5 g/l 


KH2PO4 


1 .8 g/l 


(NHO2 HPO4 


12 g/l 




6 g/l 


Mg SO4 


0,2 g/l 


Hefeextrakt 


1 g/l 


pH 7.0 wurde mit NaOH eingestellt 



Nach 4 h Wachstum wurde mit einer exponentiellen Glucosezufutterung zwischen 0,5 und 20 g/l/h 
begonnen. Nach 16 h Wachstum hatten die Zellen ein Trockengewicht von 20 g/l und eine Transaminaseak- 
tlvitat von 15000 umol/min/l. Die Zellen wurden nach der Fermentation direkt ohne weitere Waschschrltte in 
einem 100 ml Reaktlonsansatz verwendet. Der Reaktionsansatz enthalt in einem 10 mmol/l Tris/HCI-Puffer 
(pH 7,4), 1500 umol/min/t Transaminaseaktivitat. 0,1 ml Polyoxyethylen-Sorbitan-Monooleat (®Tween 80), 
90 mmol/l Natnum-{3-carboxy-3-oxo-propyl)-methylphosphinat und 200 mmol/l Glutaminsaure und wurde 
bei 37 -C leicht geschuttelt. Nach 24 h wurden die Zellen abzentrifugiert und im Uberstand L-Phosphinothri- 
cin mit HPLC-Analytik bestlmmt. Es wurden 70 mmol/l L-Phosphinothricin bestimmt. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von L-Phosphinothricin. dadurch gekennzeichnet. dafl {3-carboxy-3-oxo- 
propyl) methylphosphinsaure bzw. die Safze dieser Verbindungen, jewells in Gegenwart von Aminosau- 
ren als Aminogruppendonatoren transaminiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl mit Hilfe von Mikroorganismen oder deren 
transaminasen transaminiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB mit Hilfe von Mikroorganismen der Gattun- 
gen Alkaligenes, Pseudomonas, Serratia, Agrobacterium und Streptomyces sowie Enterobakterien 
transaminiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2. dadurch gekennzeichnet, dafl mit Hilfe von Alcaligenes faecalis DSM 
4115 Alcaligenes denitrificans DSM 4114, pseudomonas paucimobilis DSM 4120. Pseudomonas spec. 
4119, Serratia plymuthica DSM 4116, Agrobacterium tumefaciens. Escherichia coli DH1, Escherichia 
coli ATCG 11303. Enterobacter agglomerans DSM 4122, Enterobacter spec. DSM 4121. Streptomyces 
hygroscopicus und Streptomyces viridochromogenes sowie 3 Bodenisolaten DSM 4113. DSM 4117 und 
DSM 41 18 transaminiert wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafi mit Hilfe von gentechnisch manipulierten 
Mikroorganismen transaminiert wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl mit Hilfe von E. coli ATCC 11303. der mit 
einem ein tyrB-Gen Oder ein iivE-Gen enthaltenden Plasmid transformiert ist, transaminiert wird. 

7. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet. dal3 mit 
Zellextrakten, isolierten Gesamtproteinen Oder mit gereinigten Transaminasen transaminiert wird. 

8. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl Aminogrup- 
pendonator und a-Ketosaure im Verhaltnis 1:1 bis 5:1 eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal3 Aminogruppendonator und a-Ketosaure im 
Verhaltnis 1:1 bis 2:1 eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Transaminierung bei einem pH-Wert im Bereich von 5 bis 9 durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren nnch Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet dafl die Transaminierung bei einem pH im 
Bereich von 7 bis 8,5 durchgefuhrt wird. 

12. Alcaligenes faecalis DSM 41 15, 
Alcaligenes denitrificans DSM 41 1 4, 
Pseudomonas paucimobills DSM 4120, 
Pseudomonas spec. DSM 4119. 
Serratia plymuthica DSM 4116. 
Enterobacter agglomerans DSM 4122, 
Enterobacter spec. DSM 4121 

und die Bodenisolate DSM 4113. DSM 4117 und DSM 4118 sowie deren Mutanten und Varianten. 
sofern mit ihnen das Verfahren nach Anspruch 1 bis 10 durchzufuhren Ist. 

Claims 

1. A process for preparing L-phosphinothricin. which comprises transaminating (3-carboxy-3-oxo-propyl)- 
methylphosphinlc acid or a salt of this compound, in each case in the presence of amino acids as 
amino group donors. 

2. The process as claimed In claim 1 , wherein transamination is effected by means of microorganisms. 

3- The process as claimed In claim 2, wherein transamination Is effected by means of microorganisms 
from the genera Alcaligenes, Pseudomonas. Serratia, Agrobacterium and Streptomyces or enterobac- 
teria. 

4. The process as claimed in claims 1 and 2, wherein transamination Is effected by means of Alcaligenes 
faecalis DSM 4115, Alcaligenes denitrificans DSM 4114, Pseudomonas paucimobills DSM 4120. 
Pseudomonas spec. 4119, Serratia plymuthica DSM 4116, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli 
DH1, Escherichia coli ATCC 11303, Enterobacter agglomerans DSM 4112. Enterobacter spec. DSM 
4121. Streptomyces hygroscopicus and Streptomyces viridochromogenes or 3 soil Isolates DSM 4113, 
DSM 41 17 and DSM 4118. 

5. The process as claimed In claim 2, wherein transamination Is effected by means of genetically 
manipulated microorganisms. 

6. The process as claimed in claim 5, wherein transamination is effected by means of E. coli ATCC 11303 
which has been transformed with a plasmid containing a tyrB gene or an ilvE gene. 

7. The process as claimed in one or more of claims 1 to 6, wherein transamination is effected using cell 
extracts, isolated total proteins or purified transaminases. 
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8. The process as claimed in one or nnore of claims 1 to 7. wherein amino group donor and a-keto acid 
are employed in a ratio of t:i to 5:1. 

9. The process as claimed in claim 8, wherein amino group donor and a-keto acid are employed in a ratio 
5 of 1:1 to 2:1. 

10. The process as claimed in one or more of claims 1 to 9, wherein the transamination is carried out at a 
pH in the range from 5 to 9. 

10 11. The process as claimed in claim 10. wherein the transamination is carried out at a pH in the range from 
7 to 8.5. 

12. Alcaligenes faecalis DSM 4115. 

Alcaligenes denitrificans DSM 4114, 
/5 Pseudomonas paucimobilis DSf^ 4120. 

Pseudomonas spec. DSM 4119. 

Serratia plymuthica DSM 4116, 

Enterobacter agglomerans DSM 4122, 

Enterobacter spec. DSM 4121, 
20 and the soil isolates DSM 41 13. DSM 41 17 and DSM 41 18 

and mutants and variants thereof, provided that the process as claimed in any of claims 1 to 10 is 

feasible with these. 

Revendications 

25 

1. Precede pour preparer la L-phosphinothricine, caracterise en ce qu'on transamine de I'acide (carboxy-3 
0x0-3 propyl) methylphosphonique ou les sels de ce compose, toujours en presence d'acides amines 
servant de donneurs de groupes amino, 

30 2- Precede selon la revendication 1. caracterise en ce que la transamination est effectuee a Taide de 
microorganismes. 

3. Precede selon la revendication 2. caracterise en ce que la transamination est effectuee en presence de 
microorganismes des especes Alkaligenes. Pseudomonas. Serratia, Agrobacterium et Streptomyces, 

35 ainsi que d'enterobacteries. 

4. Precede selon les revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'on effectue la transamination a Paide 
d'AIcaligenes faecalis DSM 4115. d'Alcaligenes denitrificans DSM 4114, de Pseudomonas paucimobilis 
DSM 4120, de Pseudomonas spec. 4119, de Serratia plymuthica DSM 4116, d 'Agrobacterium tumefa- 

40 ciens, d'Escherichia coll DH1, d'Escherichia coli ATCC 11303. d'Enterobacter agglomerans DSM 4112. 
d'Enterobacter spec. DSM 4121, de Streptomyces hygroscopicus et de Streptomyces vlridochromoge- 
nes. ainsi que de 3 isolats de sol DSM 4113, DSM 4117 et DSM 4118. 

5. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'on effectue la transamination a I'aide de 
45 microorganismes obtenus par manipulation genetique. 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'on effectue la transamination a I'aide de E. coli 
ATCC 1 1303, qui est transforme avec un plasmide contenant un gene tyrB ou un gene ilvE. 

50 7. Precede selon Tune ou plusieurs des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'on effectue la 
transamination avec des extraits cellulaires, des prot^ines totales isofees. ou avec des transaminases 
purifiees. 

8. Precede selon Tune ou plusieurs des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le donneur de 
55 groupes amine et I'a-ceteacide sent utilises selon un rapport de 1:1 a 5:1. 

9. Precede selon la revendication 8. caracterise en ce que le donneur de groupes amino et I'o-cetoacide 
sent utilises selon un rapport de 1:1 a 2:1. 
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10. Precede selon Tune ou plusieurs des revendications 1 a 9. caracterise en ce que la transamination est 

effectuee a un pH compris entre 5 at 9. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que la transamination est effectuee a un pH 
compris entre 7 et 8,5. 

12. Alcaligenes faecalis DSM 4115. Alcaligenes denitrificans DSM 4114, Pseudomonas paucimobilis DSM 
4120. Pseudomonas spec. DSM 4119, Serratia plymuthica DSM 4116. Enterobacter agglomerans DSM 
4122. Enterobacter spec. DSM 4121 et les Isolats de sol DSM 41 13, DSM 41 17 et DSM 41 18, ainsi que 
leurs mutants et variantes, dans la mesure ou c'est avec eux que le precede selon les revendications 1 
a 10 doit etre mis en oeuvre. 



